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(57) Abstract 

The invention relates to the G 
protein-coupled EDG6 receptor, frag- 
ments, variants and mutations thereof, 
as well as to its use. Areas of appli- 
cation of the invention include molec- 
ular biology, pharmacy and medicine. 
The aim of the invention is to isolate 
and identify a further member of the 
family of EDG receptors and to per- 
mit its use for medical purposes. The 
new human EDG6 receptor comprises 
384 amino acids of sequence 1 having 
seven transmembrane domains. The re- 
ceptor has a possible N-terminal gly- 
colysis site, three possible palmitoyla- 
tion sites, between 12 and 15 amino 
acids in the C-terminal position of 
the seventh transmembrane domain and 
four possible C-terminal proteinkinasc 
C-phosphorylation sites. The invention 

further relates to the use of the EDG6 receptor, its fragments, variants and mutations and possibly its binding partners for therapeutic meth- 
ods and treatments. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft den G-Protein gekoppelten Rezeptor EDG6 und seine Fragmented Varianten und Mutationen sowie seine 
Verwendung. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Molekularbiologie. die Pharmazie und die Medizin. Der Erfindung lag die 
Aufgabe zugrunde, ein weiteres Mitglied der EDG-Rezeptorfamilie zu isolieren. zu identifizienen und fttr eine medizinische Anwendung 
nutzbar zu machen. Der neue humane EDG6 Rezeptor unfaBt 384 Aminosauren der Sequenz 1 mit sieben TransmembrandomSnen. Der 
Rezeptor besitzt eine mOgliche N-terminale Glykosylierungsstelle. drei mSglichePalmitoylierungsstellen, 12 bis 15 AminosSuren C-terminal 
von der siebten Transmembrandom9ne gelegen sowie vier mogliche C-temiinale Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen. Die Erfindung 
umfaBt auch die Verwendung des EDG6 Rezeptors sowie seiner Fragmente» Varianten und Mutationen und ggf. seiner Bindungspartner ftir 
therapeutische Verfahren und Behandlungen. 
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HUMANER UM MURINER G-PROTEIN GEKOPPELTER REZEPTOR EDG6 (ENDOTHELIAL DIFFERENTIA- 
TION GEN) UND SEINE VERWENDUNG 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft den G-Protein gekoppelten Rezeptor 
EDG6 und seine Fragmente, Varianten und Mutationen sowie 
seine Verwendung. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Molekularbiologie, die Pharmazie und die Medizin. 

Die Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPRs) 
umfaBt mehrere hundert Proteine. Ihre prinzipielle Aufgabe im 
Organismus besteht darin, Informationen von der 
extrazellularen Umgebung in das Zellinnere durch Interaktion 
mit heterotrimeren Guaninnukleotid-bindenden Proteinen, die 
gemeinhin als G-Proteine bezeichnet werden, weiterzuleiten 
(Dohlman et al., 1987). Dadurch nehmen sie EinfluB auf die 
regulatorischen Prozesse innerhalb von Zellen (Bohia et al*, 
1997). 

Die groBe Zahl der GPRs spiegelt sich auch in einer groBen 
Mannigfaltigkeit von extrazellularen Liganden, der 
sogenannten ^ first messenger', wieder. Es sind GPRs fikr 
Hormone und Neurotransmitter bekannt, fxir parakrine 
Substanzen und inf lammatorische Mediatoren, fiir bestiramte 
Proteasen, far eine groBe Anzahl von Geschmacks- und 
Geruchsmolekaien sowie fur Photonen und Calciumionen (Watson 
und Arkinstall, 1994). 

Die EDG (endothelial differentiation gene) Rezeptorf amilie 
geh6rt zur Gruppe der G-Protein gekoppelten Rezeptoren 
(GPRs). Das erste Mitglied dieser Familie, EDGl, wurde 1990 
im Rahmen einer Untersuchung der nichtproliferativen Aspekte 
der Angiogenese bei der Organisation und Dif ferenzierung von 
Endothel zellen in Kapillare kloniert. 

Ein weiteres Mitglied der EDG-Rezeptorf amilie, EDG2, kommt 
vor allem in cortikalen neurogenen Regionen vor. 
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Die cDNA eines dritten Mitglieds der EDG-Rezeptorf amilie 
wurde aus humaner Placenta, Niere und Leber sowie aus humanem 
Herz isoliert und auf Chromosom 9q22.1-2 lokalisiert. Humane 
EDG4 cDNA Transkripte wurden kttrzlich aus Hoden, Prostata, 
Pankreas und peripheren Blutleukozyten sowie in geringerem 
Umfang in Thymus und Milz nachgewiesen. Zwei weitere 
Transkripte wurden aus glatten Muskelzellen der Ratten-Aorta 
bzw. aus murinen und bovinen Geschmacksknospen isoliert. Als 
mdglicher Ligand fur den humanen und den murinen EDG2 
Rezeptor sowie fiir den humanen EDG4 Rezeptor wurde 
Lysophosphatidylsaure (LPA; l-Acyl-2-hydroxysji-glycero-3- 
phosphat) ausgemacht. Ferner sind fur die humanen Rezeptoren 
EDGl und EDG3 sowie fiir den H218 Rezeptor der Ratte 
Lysosphingolipide als funktionelle Liganden gefunden worden. 

Der Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, ein weiteres Mitglied 
der EDG-Rezeptorf amilie zu isolieren, zu identif izieren und 
ftir eine medizinische Anwendung nutzbar zu machen. 

Es wurde gefunden, daB in vitro dif f erenzierte dendritische 
Zellen einen weiteren EDG-Rezeptor exprimieren, der als EDG6 
bezel chnet wird. 

Der humane EDG6 Rezeptor umfaBt 384 Aminos^uren der Seauenz l 
mit sieben Transmembrandomdnen. Der Rezeptor besitzt eine 
mbgliche M-terrainale Glykosylierungsstelle, drei mdgliche 
Palmitoylierungsstellen 12 bis 15 Aminosauren C-terminal von 
der siebten Transmembrandomane gelegen sowie vier mogliche C- 
terminale Proteinkinase C-Phosphory lierungsstellen • Ein 
Modell des Rezeptors ist in Abbildung 1 dargestellt* 

Der EDG6 Rezeptor ist das erste Mitglied der EDG-Familie, das 
aus in vitro diff erenzierten humanen dendritischen Zellen 
isoliert werden konnte. Er zeigt in der Northernblot-Analyse 
ein Signal bei etwa 1,7 kb. Humane edge mRNA wird in den 
Burkitt-Lymphom-Zellinien JBL2, BL64 und DG75, in der 
promyelozytischen Zellinie U937 und in der T-Zellinie CEM 
exprimiert. Hohe gewebsspezif ische Expressionsraten von 
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humanem edge wurden in humaner adulter tmd fdtaler Milz sowie 
in adulten peripheren Leukozyten und der Lunge gefunden. 
Geringere Express ionsraten von humanem edge wurden in adultem 
Thymus, Lymphknoten, Knochenmark und Blinddarm sowie in 
fdtaler Leber, Thymus und Lunge detektiert. 

Zum Umf ang der Erf indung geh5rt auch » die cDNA-Seguenz des 
EDG6 Rezeptors mit der Sequenz 2, 

Bei der Suche nach homologen Sequenzen zur Sequenz 2 in der 
Nukleinsauredatenbank mit Hilfe des Programms BLASTN aus dem 
Husar-Paket des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) in 
Heidelberg konnte ein muriner Klon identif iziert werden, der 
hohe Homologien zum neu identif izierten EDG6 Rezeptor 
aufweist. Der murine cDNA-Klon aus der EST (expressed- 
sequence tag) Nukleinsauredatenbank stammt aus Lymphknoten 
und ist auf Aminosaureebene nach einer Korrektur des 
Datenbankeintrags , der zu einer VerSnderung des Leserahmens 
ftihrt, Uber 106 Aminosauren zu 88 % homolog zum humanen EDG6 
Rezeptor. Daraus folgt, dafi dieser cDNA-Klon ein Fragment des 
murinen Homologs zum humanen EDG6 Rezeptor ist. 

Ausgehend von diesem partiellen Klon wurde mit Hilfe einer 
speziellen Polymerase-Kettenreaktion die gesamte murine cDNA- 
Sequenz (Sequenz 3) ermittelt. 

Das aus dieser cDNA-Sequenz abgeleitete Protein hat die 
Seouenz 4. 

Ferner werden auch auch spezifische anti-EDG-6-Antikorper 
beansprucht. Sie werden hergestellt, indem Ratten mit einem 
GST-Fusionsprotein immunisiert werden, das ein Fragment des 
EDG6 Rezeptors enthalt. Mit Hilfe der Milzzellen der Ratte 
werden Hybridome hergestellt, die mittels ELISA-Analyse auf 
die Produktion von spezifischen Antik5rpern hin untersucht 
werden . 
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Weitere Moglichkeiten zur Gewinnung von Antik5rpern sind die 
Immunisierung mit ganzen Zellen, die den Rezeptor EDG6 nach 
Einbringung der cDNA oder bereits naturlicherweise 
expriraieren, sowie mit einem C- terminal 6 x Histidin- 
gekoppelten N-terminalen EDG6-Fragment . 

Ira weiteren Ausbau der Erfindung warden EDG6-def iziente MSuse 
hergestellt, d.h. Mause, die f unktionslose Mutanten 
( ^Nullmutante' ) des EDG6 enthalten. Diese knock out-Mause 
dienen als Tiermodell fur Krankheiten, die moglicherweise mit 
dem EDG6 Rezeptor in Verbindung stehen. Die Charakterisierung 
des Ph^notyps dieser MSuse kann entscheidend zur 
Punktionsbestimmung beitragen. Dazu wird ein funktionsloses 
edge Gen mit entsprechenden Selektionsmarkern mit Hilfe der 
homologen Rekombination in das Genom von murinen embryonalen 
Stammzellen (ES-Zellen) integriert. Die selektionierten ES- 
Zellen werden anschlieBend als multipotente Zellen in murine 
Embryonen der fruhen Zellentwicklung (Morula, Blastozyste) 
eingesetzt. 

Mit diesen MausestSmmen kdnnen weitere Aussagen Qber die 
Funktion des EDG6-Rezeptors gemacht werden, z. B. konnen 
Erkrankungen festgestellt werden, die direkt oder indirekt 
durch den EDG6-Rezeptor verursacht oder in ihrem AusmaB 
verstarkt werden. Insbesondere zShlen dazu Immunschwachen , 
beispielsweise gegenuber Infektionen, sowie Erkrankungen, die 
auf akuten und chronischen Entziindungen beruhen . Weiterhin 
zShlen dazu Autoimmunerkrankungen , Allergien und maligne 
Erkrankungen, wie Tumore, LeukSmien und Lymphome. Aufgrund 
der hohen Homologie des murinen Rezeptors mit dem humanen 
Rezeptor, sowie aufgrund des hoch konservierten 
gewebsspezifischen Expressionsmusters konnen die Ergebnisse 
des Mausmodells weitgehend auf den Menschen libertragen 
werden. Der erf indungsgemaBe humane Rezeptor EDG6 kann direkt 
Oder indirekt an dem Auftreten von Immunschwachen, akuten und 
chronischen Entzundungen , Autoimmunerkrankungen , Allergien 
und malignen Erkrankungen beteiligt sein oder deren Schwere 
und AusmaB verstSrken. 
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Des weiteren betrifft die Erfindung auch die Verwendung der 
EDG6-Nukleinsauren und EDG6-Polypeptide in urspriinglicher , 
modifizierter oder synthetischer Form als Ausgangsbasis zur 
Entwicklung von pharmazeutisch relevanten Substanzen. Die 
EDG6-Nukleinsauren werden dabei zum Aufbau von Genen und 
Vektoren, und die EDG6 -Polypeptide zum Aufbau von Elisa- 
Verfahren, Durchmessungs- und Testverfahren eingesetzt. Die 
pharmazeutisch relevanten Substanzen binden entweder selbst 
an das Rezeptorpolypeptid oder die Rezeptor-kodierende 
Nukleinsaure oder sie beeinflussen die Bindung des 
physiologischen Liganden oder die Bindung und Aktivitat 
intrazellularer nachgeschalteter Signalmolekaie und fUhren 
dadurch zu einer Aktivierung oder Hemmung der 
Rezeptorfunktion. Diese Substanzen mit agonistischer oder 
antagonistischer Wirkung auf die Funktion des EDG6-Rezeptors 
kdnnen organische MolekQle, anorganische MolekQle und Peptide 
Oder Kombinationen aus diesen Substanzklassen sein. 

Die Erfindung ermoglicht einen medizinischen Einsatz ftlr 
folgende diagnostische oder therapeutische MaBnahmen. 

1. Bei Krankheiten, die durch normabweichende Expression oder 
durch Rezeptormutationen hervorgerufen werden, kann eine 
Diagnostik, zum Beispiel mit Testkits auf der Basis von 
monoklonalen Antikorpern oder Nukleinsaurenachweisverf ahren , 
erfolgen. 

2. Bei Krankheiten, die mit der Rezeptorfunktion in Zusammen- 
hang stehen, kbnnen die Pimktionen des Rezeptors in 
agonistischer Oder antagonistischer Weise beeinfluBt werden • 

3. Der EDG6-Rezeptor in urspriinglicher oder modifizierter 
Form sowie spezifische Antikdrper oder Bindungspartner konnen 
fur therapeutische Zwecke, beispielsweise ftir 
gentherapeutische Verf ahren (beispielsweise auf zellularer, 
liposomaler oder viraler Basis) eingesetzt werden, wenn eine 
Fehlfunktion des Rezeptors oder fehlerhafte Expression des 
EDG6-Rezeptors oder dessen Liganden vorliegt. 
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Die Erfindung soil nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele 
naher erlautert warden, 

Ergebnisse 

Zur Bestimmung von neuen Chemokinrezeptoren und verwandten 
Rezeptoren, die in den regulatorischen Ablaufen des 
Imiaunsystems involviert sind, wurde die Polymerase- 
Kettenreaktion (PGR) mit degenerierten Primern angewendet, um 
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) aus in vitro 
differenzierten humanen dendritischen Zellen zu 
identifizieren. Humane periphere mononukleare Blutzellen 
wurden durch Behandlung mit den Cytokinen GM-CSF und IL-4 zu 
dendritischen Zellen ausdif f erenziert. Die PGR mit 
degenerierten Primern aus Bereichen der zweiten und der 
siebten Transmembrandomane (TM) einiger Chemokinrezeptoren 
fmirte zur Identif izierung eines 648 bp Fragments, welches 
Teil eines neuen Mitglieds der GPCR Superfamilie ist- Die 
mogliche 1560 bp umfassende Voll^ngen-cDNA wurde schrittweise 
mittels 5'- und 3'-RACE-PCR kloniert. Die cDNA enthalt einen 
offenen Leserahmen von 1155 bp, eine 22 bp groBe 5'- 
nichttranslatierte Region sowie eine 383 bp groBe 3'- 
nichttranslatierte Region. M6glicherweise ist die cDNA am 3'- 
Ende jedoch nicht vollstSndig, da sie kein typisches 
Polyadenylierungssignal aufweist. Secmenz 1 zeigt die 
resultierende Aminosauresequenz . Sequenzvergleiche deuten 
daraufhin, daB der neu identif izierte Rezeptor zur EDG 
Familie der GPCRs gehdrt. Daher wurde er EDG6 genannt. Der 
Vergleich der Aminosauresequenz von EDG6 mit den anderen EDG- 
Rezeptormolekaien von der ersten bis zur siebten 
Transmembrandomane zeigt, daB EDG6 46% Identitat zu EDG3, 44% 
zu EDGl , 39% zu EDG4 und 37% zu EDG2 hat. Der nachste 
verwandte GPCR ist hCBlR, ein Mitglied der Cannabinoid 
Rezeptorfamilie, mit 31% Identitat. Durch computergestutzte 
Analysen konnten die mogliche Lokalisation der sieben 
Transmembrandomanen, eine mogliche N-Glykosylierungsstelle in 
der N-terminalen extrazellulSren Region sowie mehrere 
posttranslationale Modif ikationsstellen in der C-terminalen 
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zytoplasmatischen Domane bestimmt werden. Ferner wurde die 
korrekte Orientierung des Molekuls in der Zellmeiobran mit dem 
N-Tenainus auf der extrazellularen Seite naher untersucht. 
Hierzu wurde die Protein kodierende cDNA-Sequenz unter 
Erhaltung des Leserahmens in einen eukaryontischen 
Expressionsvektor kloniert, der C-terminal der einklonierten 
Sequenz ein jnyc-Epitop exprimiert. Nach Transfektion dieses 
Vektors in die humane embryonale Nierenzellinie HEK 293 
konnte das Fusionsmolektil durch einen anti-myc spezifischen 
monoklonalen Antikorper mittels Durchf luBzytometrie lediglich 
in permeabilisierten Zellen nachgewiesen werden. Desweiteren 
sind die letzten 50 bp der humanen edge (hedge) cDNA 
identisch mit den Basenpaaren 13 bis 62 einer kurzen Sequenz, 
die den repetetiven Dinukleotid-Polymorphismus D19S120 
enthalt. Dieser Polymorphismus wurde auf Chromosom 19pl3.3 
lokalisiert. Durch eine PGR mit genspezif ischen Primern von 
hedge cDNA und dem D19S120 Amplicon konnte ein humanes 
genomisches DNA-Fragment amplifiziert werden, das das 3'-Ende 
von hedge und den D19S120 Polymorphismus enthalt. Damit ist 
gezeigt, daB hedge auf Chromosom 19pl3.3 neben dem D19S120 
Marker lokalisiert ist, 

Ferner konnte das murine Homolog der edge (medge) cDNA mit 
Hilfe der RACE-PCR isoliert werden. Hierftir wurde gesamt-RNA 
der aus muriner fdtaler Haut stammenden dendritischen 
Zellinie 18 verwendet; Es wurden genspezif ische Primer 
hergestellt, die aus der murinen EST-Sequenz des cDNA-Klons 
val6c04.rl (GenBank Eintrag Nr. AA254425) stammen und eine 
hohe Identitat zum 3'-Ende der kodierenden Region der hedge 
CDNA aufweisen. Die Primer wurden so gewahlt, daB der offene 
Leserahmen von medge amplifiziert werden konnte • Daher ist 
die medge cDNA am 3'-Ende unvollstandig* Sie enthSlt einen 
offenen Leserahmen von 1161 bp. Die ersten 99 bp der 499 bp 
umfassenden 5'-nichttranslatierten Region enthalten ein 
murines repetetives Element HI. Der offene Leserahmen der 
medge cDNA ist zu 80% homolog zur entsprechenden humanen 
Sequenz. Auf Proteinebene haben beide Sequenzen eine 
Identitat von 82% und eine Ahnlichkeit von 91%. Die mbglichen 
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posttranslationalen Modif ikationsstellen sind sowohl in der 
humanen, als auch in der murinen edg6-Sequenz konserviert. 

Als n^chstes wurde das Expressionsiauster von edge untersucht. 
Hierfiir wurden DNA-Fragmente hergestellt, die in der murinen 
und in der humanen cDNA-Sequenz Regionen mit geringer 
Konservierung reprasentieren. Diese Fragmente wurden dann als 
radioaktiv raarkierte Sonden in Northernblots eingesetzt. In 
humanen Zellinien vmrde ein hedge spezifisches Signal bei 
etwa 1,7 kb gefunden. hedge mRNA wird in den Burkitt-Lymphom- 
Zellinien JBL2, BL64 und DG75, in der promyelozytischen 
Zellinie U937 und in der T-2ellinie CEM exprimiert, wahrend 
sie in der Kehlkopfkrebs-Zellinie HEp2 und dem HEp2 Subklon 
cl32 sowie in der Cervix-Karzinom-Zellinie HeLa nicht 
nachgewiesen werden konnte. Generell wird hedge in alien 
getesteten positiven Zellinien schwach exprimiert und ist nur 
durch verlangerte Expositionszeiten der Blots nachzuweisen. 
Aufgrund der hohen Spezifitat der Hybridisierungsproben war 
es m6glich, die gewebsspezif ische Expression von hedge mit 
mRNA-Proben aus 50 unterschiedlichen humanen Geweben mittels 
eines Dot-Blots zu bestimmen. Hohe Expressionsraten von hedge 
wurden in humaner adulter und fdtaler Milz sowie in adulten 
peripheren Leukozyten und der Lunge gefunden. Geringere 
Expressionsraten von hedge wurden in adultem Thymus, 
Lymphknoten, Knochenmark und Blinddarm sowie in fotaler 
Leber, Thymus und Lunge detektiert. 

Die gewebsspezifische Expression von medge mRNA stimmt im 
Rahmen der untersuchten Organe sehr gut mit dem humanen 
Expressionsmuster Qberein. Hybridisierungssignale wurden in 
muriner Lunge, Milz, Thymus und Lymphknoten gefunden, wfihrend 
sie in nichtlymphatischem Gewebe ausblieben. Die murine edge 
mRNA ist etwa 2,1 kb groB und damit 0,4 kb groBer als die 
humane edge mRNA. 
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Material und Methoden 

Isolierung peripherer mononuklearer Blutzellen 
Periphere mononukleare Blutzellen (PBMC) wurden aus frischen 
primaren Blutzellen (buffy coats) mittels 

Dichtezentrifugation gewonnen. Zunachst wurden jeweils 10 ml 
der frischen primaren Blutzellen in vier 50 ml 
Falcon-Rohrchen mit je 20 ml PBS gemischt. Das PBS war mit 5 
U/ml Heparin versetzt. Dieses Gemisch wurde mit 10 ml 
Ficoll-Separationsldsung der Firma Biochrom unterschichtet 
und ftir 20 min bei 200 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurden 
die oberen 20 bis 25 ml des Gemisches entfernt. Der Rest des 
Gemisches, der immer noch mit Thrombozyten kontaminiert war, 
wurde anschlieSend ein weiteres Mai fiir 20 min bei 460 x g 
zentrifugiert. Die gebildete Interphase aller Falcon-Rohrchen 
wurde gesammelt und dreimal fiir 15 min bei 300 x g mit 
eiskaltem PBS, versetzt mit 1 mM EDTA, gewaschen, urn eine 
Kontamination mit Thrombozyten weitestgehend zu vermeiden. 

Jeweils 5 x lO"" periphere mononukleare Blutzellen wurden 
zusammen mit 15 ml RPMI-Medium in 3 sterile Petrischalen mit 
einem Durchmesser von 10 cm gegeben und fiir 2 h im 
C02-Brutschrank bei 37 "C kultiviert. AnschlieBend wurde der 
Boden der Petrischale einige Male vorsichtig mit dem 
RPMI-Medium mittels einer Glaspipette von alien Seiten 
gewaschen, wobei ein GroBteil der nichtadharenten Zellen sich 
vora Boden abldste. Die nichtadharenten Zellen wurden zusammen 
mit dem Medium verworfen. Danach wurden zu jeder Petrischale 
15 ml frisches, auf 37*0 vorgewarmtes RPMI-Medium zugegeben, 
das nun 800 U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4 enthielt. Von nun 
an wurde das Medium drei weitere Male jeden 2, Tag 
aufgefrischt. Dabei wurden von jeder Petrischale 7,5 ml des 
Mediums abgenommen und durch neues RPMI-Medium, das nun 1600 
U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4 enthielt, ersetzt. Am 7. Tag 
der Zellkultur wurden die Zellen geerntet. 

Die Burkitt-Lymphom-Zellinien BL64 und DG75 sowie die 
lymphoblastoide T-Zellinie CEM und die promyelozytische 
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Zellinie U937 wurden in RPMI1640-Medium mit 10% fotalem 
Kalberserum kultiviert, die Kehlkopfkrebs-Zellinie HEp2 und 
der HEp2-Subklon cl32 sowie die humane embryonale 
Nierenzellinie HEK293 wurden in DMEM-Mediuiu mit 10% fGtalem 
Kalberserum kultiviert. 

RNA-Isolierung 

Gesamt-RNA wurde mit dem TRIzol-Reagenz der Firma Gibco BRL 
nach dem mitge liefer ten Protokoll prapariert. Die Preparation 
von mRNA erfolgte mit dem "Micro mRNA Purification Kit" der 
Firaa Pharmacia Biotech anhand der beiliegenden Unterlagen. 

Northernblot 

Der Transfer der RNA wurde nach der Kapillarblot-Methode 
durchgef iihrt , die einen gerichteten Transfer von 
RNA- Fragment en durch eine lonenwanderung ermdglicht, Dabei 
wurde eine Glasscheibe, die etwa so breit war wie das zu 
blottende Gel, quer iiber eine mit 20x SSC-Puffer geftillte 
Schale gelegt. Zwei Filterpapiere, die die Lange des zu 
blottenden Gels hatten und breit genug waren, um, quer liber 
der Glasscheibe liegend, mit beiden uberstehenden Enden tief 
in die mit Puffer gefQllte Schale hineinzuragen , wurden mit 
20x SSC-Puffer getrankt und in geschilderter Weise 
ubereinander auf die Glasscheibe gelegt* Darauf wurde 
paBgenau und luftblasenf rei das RNA-Gel mit der Oberseite 
nach unten gelegt. in gleicher Weise wurde die 
Nitrocellulosemembran, die die Gr66e des Gels hatte und zuvor 
jeweils lOmin in Wasser und anschlieBend in 20x SSC-Puffer 
eingelegt wurde, auf das Gel auf gelegt. Da das Gel noch einen 
betracht lichen Anteil an Formaldehyd enthielt, wurde der Blot 
unter dem Abzug aufgebaut. Auf die Nitrocellulosemembran 
wurde eine wasserundurchlassige Plastikmaske auf gelegt, die 
die Render des Blots um die Membran wasserdicht abschloB. 
Zwei weitere Filterpapiere in der GroBe der 
Nitrocellulosemembran wurden in 20x SSC-Puffer getrankt und 
ebenfalls pafigenau und luftblasenf rei auf gelegt. Ein Stapel 
trockener Papierhandtttcher bildete den oberen AbschluB des 
Aufbaus. Mit einem Gewicht von etwa 0,5 kg beschwert, wurde 
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etwa 2 Tage lang geblottet. Die RNA ist fur 2 Stunden bei 
80**C fixiert worden. 

Far die Hybridisierung wurde ein 32P markiertes kloniertes 
htmanes oder murines edge cDNA-Fragment verwendet. Die 
Markierungsreaktion wurde mit dem "Random Primed Labeling 
Kit" der Firma Gibco BRL nach deren Anleitung durchgef uhrt. 
Der humane RNA Master Blot der Firma Clontech wurde 
entsprechend den mitgelief erten Unterlagen hybridisiert und 
gewaschen, 

Polymerase-Kettenreaktion 

Ein ^g der aus in vitro dif f erenzierten humanen dendritischen 
Zellen isolierten mRNA wurde revers transkribiert mit der 
reversen Transkriptase "Superscript" der Firma Gibco BRL in 
Gegenwart von einem pmol eines 25- bis 30-mer Oligo(dT)- 
Primers. Die PCR-Amplif izierung mittels Thermoprime Plus DNA 
Polymerase der Firma Advanced Biotechnologies wurde mit 100 
pmol der folgenden Primer durchgef Qhrt: Rl ( 5 ' -C-CGG-ATC-CGC- 
VTD-VTS-GGM-AAY-KBV-YTS-GT-3 ' ) , R3 ( 5 ' -CG-GGA-TCC-GAA-RGY- 
RTA-SAD-SAD-RGG-RTT-3 ' ) . Zyklus : 60 sek. ; 48-63'*C, 30 

sek.; 72'C, 90 sek.; 35 Zyklen. Fxir die Amplif izierung der 
3'- und 5'-Enden der humanen edg6 cDNA wurde eine RACE-PCR 
durchgef lihrt mit den folgenden Primern: 5'hGSPRT (5'-TTG-GAG- 
CCA-AAG-ACG-TCG-GCC-3 ' ) , 5 ' -hGSPl ( 5 ' -AGG-CAG-AAG-AGG-ATG- 
TAG-CGC-3 ' ) / 5 ' -hGSP2 ( 5 ' -GCG-CTC-CCC-TGC-AGT-GAA-GAG-3 ' ) , 
3 ' -hGSPl ( 5 ' -AGT-GAC-CTG-CTC-ACG-GGC-GCG-3 ' ) / 3 ' -hGSP2 ( 5 ' - 
CTC-TTC-ACT-GCA-GGG-GAG-CGC-3 ' ) . Die Reaktionen wurden nach 
dem Protokoll von M.A. Frohman durchgefOhrt (Frohman, 1995). 
Die Amplif ikation des 5'-Endes der murinen edg6 cDNA wurde 
ebenfalls mit Hilfe der RACE-PCR durchgefiihrt mit den 
folgenden Primern: 5'-mGSPRT (5'-CTC-ACC-TCG-TCT-GGG-AGG-GCC- 
TGC-3 ' ) , 5 ' -mGSPl ( 5 ' -TGG-GCA-ACT-GGC-TGG-TCC-AAG-CTC-3 ' ) , 
5 ' -mGSP2 ( 5 ' -GCC-TCG-GGC-CCA-GAT-CCT-CCA-GGG-GTG-CTG-CGG-ACG- 
CTG-GAA-ATG-CTG-G-3') • Zuvor wurde wie oben bereits 
beschrieben eine reverse Transkription mit 10 jug gesamt-RNA 
der murinen Zellinie 18 durchgef ahrt . Der 5 '-mGSP2 -Primer 
enthait einen Teil der myc-Epitop-Seguenz far weitergehende 
Experimente. Die Primer wurden anhand der murinen EST-Sequenz 
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des cDNA-Klons val6c04.rl (GenBank Eintrag Nr, AA254425) 
ausgewahlt, die mit dem 3'-Ende der kodierenden humanen edge 
cDNA eine hohe Homologie aufweist. Die Reaktionen wurden 
ebenfalls nach dem Protokoll von M.A. Frohman ausgefuhrt 
(Frohman, 1995) mit einem zusatzlichen Reinigungsschritt 
raittels "MicroSpin S-400 HR" SSulen der Firma Pharmacia 
Biotech anhand des mitgelief erten Protokolls nach der 5'- 
Polyadenylierungsreaktion. Desweiteren wurden fiir beide 
Amplif izierungen der RACE-PCR 10 jul unverdiinnte Vorlagen-DNA 
verwendet. Das murine edge cDNA- Fragment , das als radioaktiv 
markierte Probe im Northemblot eingesetzt wurde, wurde durch 
die reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion aus einer 
gesamt-RNA Praparation der murinen Zellinie 18 wie oben 
beschrieben amplif iziert mit je 25 praol des 3 '-Primers (5'- 
CCA-CGT-CCT-CCT-GCC-CGC-CGC-3') und 25 pmol des 5'-mGSP2- 
Primers (siehe oben). Zyklus: 94'C, eo sek.; SO'^C, 60 sek. ; 
72''C, 90 sek.; 35 Zyklen* Die Amplif izierung der genomischen 
3'-Seguenz des humanen edge wurde mittels PGR aus 400 ng HEp2 
genomischer DNA mit 25 pmol des 3'-hGSP2 Primers (siehe oben) 
und 25 pmol des CA-Primers ( 5 ' -CCA-CTT-CCC-GCA-ACG-CCC-AGA- 
3') durchgefiihrt. Zyklus: Initiale Denaturierung, 95 5 
min.; 95°C, 30 sek.; eo'c, 30 sek.; 72*'c, 90 sek.; 30 Zyklen. 

Klonierung und Secpienzierung 

Die cDNA Fragmente der PGR Reaktionen mit den degenerierten 
Primern wurden nach Bam HI Verdau in den pZErO-2 Vektor der 
Firma Invitrogen kloniert. Die humanen edge RACE-PCR Produkte 
wurden nach HIND Ill/Pst I Verdau in denselben Vektor 
kloniert. Sie wurden an der Pst I Schnittstelle zu einem 
Vollangenklon ligiert. Das murine edge 5 '-RACE-PCR Produkt 
wurde nach HIND III/Eco RV Restriktion in den pZErO-2 Vektor 
kloniert. Das RACE-PCR Produkt wurde hierzu nach einer T4- 
Polymerase Reaktion HIND Ill-verdaut. Das humane cDNA- 
Fragment fiir die radioaktive Markierung wurde nach Pst I/Aat 
II-Restriktion des Vol langenk Ions (bp 438-842) isoliert. Das 
amplif izierte murine cDNA-Fragemt (bp 328-637) wurde in den 
Apa I geschnittenen pZErO-2 Vektor kloniert. Dieses Fragment 
wurde nach radioaktiver Markierung als Sonde in Northernblots 
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elngesetzt. Alle Fragmente wurden mit dem "Thermo Sequenase 
fluorescent labeled primer cycle sequencing kit with y-deaza- 
dGTP" der Firma Amersham International sequenziert und 
analysiert mit Hilfe des Li-Cor Sequencers der Firma MWG 
Biotech entsprechend den mitgelief erten Protokollen. 

Konstruktion, Expression und FACS-Analyse des myc-Epitop 
markierten humanen EDG6 Rezeptor 

Die Konstruktion des C-terminal myc-Epitop markierten humanen 
EDG6 Rezeptors sowie dessen Expression in HEK293 Zellen und 
seine Analyse mittels Durchf luBzytometrie wurde wie 
beschrieben durchgefiihrt (Emrich et al., 1993). 

Computeranalysen 

Sequenzvergleiche , Datenbankrecherchen und statistische 
Kalkulationen wurden mit Hilfe des HUSAR-Packets V4 • 0 am 
Deutschen Krebsforschungsinstitut in Heidelberg sowie mit dem 
PC-Programm ClustalX VI. 62b durchgef Qhrt . 
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Legende zu den Abbildungen: 

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines GPRs in der 
Zelliaembran (nach Emrich, 1995). Die Anordnung der (a - 
helikalen Transmembrandomanen (I-VII) ist durch Zylinder 
wiedergegeben. Mdgliche Glykosylierungs- (••) und 
Phosphorylierungsstellen (P) sind ebenso wie eine mogliche 
Palmitoylierungsstelle (0) eingezeichnet. 

Abbildung 2A: Northernblot mit gesamt-RNA der humanen 
Burkitt-Lymphom-Zellinien BL64 und DG75, der 

promyelozytischen Zellinie U937 und der lymphoblastoiden T- 
Zellinie CEM sowie mit itiRNA der Kehlkopf krebs-Zellinien HEp2 
und cl32, hybridisiert mit einer radioaktiv markierten Sonde 
der humanen edg6 cDNA. Ethidiumbromid gefarbte rRNA ist als 
Kontrolle gezeigt. 

Abbildung 2B: Humaner RNA Master Blot (Clontech), 
hybridisiert mit einer radioaktiv markierten Sonde der 
humanen edg6 cDNA. Al: Hoden; A2: Ovarien; A3: 
BauchspeicheldrUse; A4: Hypophyse; A5: Nebenniere; A6: 
Schilddrase; A7: Speicheldriise; A8: Brustdruse; Bl: Niere; 
B2: Leber; B3: Dunndarm; B4: Milz; B5: Thymus; B6: Periphere 
Leukozyten; B7: Lymphknoten; B8: Knochenmark; CI: Blinddarm; 
C2: Liinge; C3: Luftrohre; C4: Placenta; Dl: F6tales Gehirn; 
D2: Fotales Herz; D3: Fotale Niere; D4: Fotale Leber; D5: 
Fotale Milz; D6: F5taler Thymus; D7: Fotale Lunge, Keine 
edg6-spezif ischen Hybridisierungssignale wurden von der raRNA 
der folgenden humanen Gewebe erhalten (nicht abgebildet): 
Gesamtes Gehirn, Cerebellum, Gehirnrinde, Stirnlappen, 
Hippocampus , Hirnanhangsdriise , Occipital lappen , Putamen , 
Substantia Nigra, Temporal lappen, Thalamus, Ruckenmark, Herz, 
Aorta , Skelettmuskel , Dickdarm , Harnblase , Uterus , Prostata , 
Magen . 

Abbildung 2C: Diagramm Ober die relative Intensit^t der Dot 
Blot Signale von ausgewShlten Organen. 
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Abbildung 2D: Northernblot mit gesamt-RNA inuriner Organe, 
hybridisiert mit einer radioaktiv markierten Sonde der 
murinen edge cDNA. Ly: Lymphknoten ; sp: Milz; th: Thymus; lu: 
Lunge; si: Dunndarm; li: Dickdarm; st: Magen. Kein edg6- 
spezifisches Hybridisierungssignal wurde von folgenden 
gesamt-RNA PrSparationen muriner Gewebe erhalten (nicht 
abgebildet): Herz, Leber, Niere, Skelettmuskel , 
Bauchspeicheldrase, Cerebellum, Cerebrum. 
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Patentanspruche 

1. Huiaaner G-Protein gekoppelter Rezeptor EDG6 rait der 
Sequenz 1 sowie seine Fragmente, Varianten und Mutationen. 

2. Muriner G-Protein gekoppelter Rezeptor EDG6 rait der 
Sequenz 4 sowie seine Fragmente, Varianten und Mutationen. 

3. DNA-Sequenz, die den humanen G-Protein gekoppelten 
Rezeptor EDG6 sowie seine Fraginente, Varianten und Mutationen 
kodiert. 



4. DNA nach Anspruch 3, gekennzeichnet durch Sequenz 2. 

5. DNA-Sequenz, die den raurinen G-Protein gekoppelten 
Rezeptor EDG-6 sowie seine Fragraente, Varianten und 
Mutationen kodiert. 



6. DNA nach Anspruch 5, gekennzeichnet durch Sequenz 3. 

7. Vektoren, die eine DNA-Sequenz ggf. gekoppelt an einen 
geeigneten Promoter gemaB Anspruch 3-6 enthalten. 

8. Wirtszellen, die Vektoren gemaB Anspruch 7 enthalten. 

9. Antik6rper gegen humane oder murine EDG6 G-Protein- 
gekoppelte Rezeptoren. 

10. Monoklonale Antikorper gemSB Anspruch 9. 
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11. Testkit zum Nachweis des EDG6-Rezeptors auf der Basis von 
laonoklonalen Antikorpern geinaB Anspruch 10* 

12. Testkit zuia Nachweis des EDGe-Rezeptors auf der Basis von 
Nukleinsaurediagnostik . 

13. Verwendung des EDG6-Rezeptors sowie seiner Fragmente, 
Varianten und Mutationen und ggf. seiner Bindungspartner fiir 
therapeutische Verfahren und Behandlungen. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB 
die therapeutischen MaBnahmen die Funktion von Blut- und 
Korperzellen beeinf lussen, beispielsweise zur Hemmung von 
akuten und chronischen Entzundungen fOhren. 

15. Verwendung des EDG6-Rezeptors sowie seiner . Fragmente, 
Varianten und Mutationen und ggf. seiner Bindungspartner nach 
Anspruch 13-14, durch die Verwendung fur gen therapeutische 
Verfahren und Behandlungen gekennzeichnet . 

16. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach Anspruch 10, 
ggf. gekoppelt an andere Molekule und Substanzen, 
beispielsweise Therapeutika , Toxine oder Antikdrper, fiir 
therapeutische Verfahren und Behandlungen. 

17. Verwendung nach Anspruch 16, dadurch gegekennzeichnet , 
daB die therapeutischen MaBnahmen die Funktion des EDG6- 
Rezeptors beeinf lussen, beispielsweise bei Immun- und 
Entziindungs-reaktionen . 

18. EDG6-defiziente Mausstamme, die funktionslose Mutanten 
( ^Nullmutante' ) des EDG6 enthalten. 

19. Mausstamme nach Anspruch 18, in die weitere 
Gendef izienzen eingekreuzt werden, beispielsweise fiir 
immunmodulatorische und immunregulatorische Genf unktionen , 
wie z. B- Rezeptoren oder Signalmolekule. 
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20. Verwendiing von Hausen nach Anspuch 18-19 als Tiermodell 

fdr Krankheiten, die mit dem Rezeptor EDG6 In Verbindung 
stehen . 
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human EDG6 Proteinsequenz 
human EDG6 Length; 384 aa 

1 MNATGTPVAP ESCQQLAAGG HSRLIVLHYN HSGRLAGRGG PEDGGLGALR 

51 GLSVAASCLV VLENLLVLAA ITSHMRSRRW VYYCLWITL SDLLTGAAYL 

101 ANVLLSGART FRLAPAQWFL REGLLFTALA ASTFSLLFTA GERFATMVRP 

151 VAESGATKTS RVYGFIGLCW LLAALLGMLP LLGWNCLCAF DRCSSLLPLY 

201 SKRYILFCLV IFAGVLATIM GLYGAIFRLV QASGQKAPRP AARRKARRLL 

251 KTVLMILLAF LVCWGPLFGL LLADVFGSNL WAQEYLRGMD WILALAVLNS 

3 01 AVNPIIYSFR SREVCRAVLS FLCCGCLRLG MRGPGDCLAR AVEAHSGAST 

3 51 TDSSLRPRDS FRGSRSLSFR MREPLSSISS VRSI 

Sequenz 1 
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human EDG6 cDNA-Sequenz 
human EDG6 Length: 1155 bp 

1 ATGAACGCCA CGGGGACCCC GGTGGCCCCC GAGTCCTGCC AACAGCTGGC 

51 GGCCGGCGGG CACAGCCGGC TCATTGTTCT GCACTACAAC CACTCGGGCC 

101 GGCTGGCCGG GCGCGGGGGG CCGGAGGATG GCGGCCTGGG GGCCCTGCGG 

151 GGGCTGTCGG TGGCCGCCAG CTGCCTGGTG GTGCTGGAGA ACTTGCTGGT 

201 GCTGGCGGCC ATCACCAGCC ACATGCGGTC GCGACGCTGG GTCTACTATT 

251 GCCTGGTGAA CATCACGCTG AGTGACCTGC TCACGGGCGC GGCCTACCTG 

301 GCCAACGTGC TGCTGTCGGG GGCCCGCACC TTCCGTCTGG CGCCCGCCCA 

351 GTGGTTCCTA CGGGAGGGCC TGCTCTTCAC CGCCCTGGCC GCCTCCACCT 

401 TCAGCCTGCT CTTCACTGCA GGGGAGCGCT TTGCCACCAT GGTGCGGCCG 

451 GTGGCCGAGA GCGGGGCCAC CAAGACCAGC CGCGTCTACG GCTTCATCGG 

501 CCTCTGCTGG CTGCTGGCCG CGCTGCTGGG GATGCTGCCT TTGCTGGGCT 

551 GGAACTGCCT GTGCGCCTTT GACCGCTGCT CCAGCCTTCT GCCCCTCTAC 

601 TCCAAGCGCT ACATCCTCTT CTGCCTGGTG ATCTTCGCCG GCGTCCTGGC 

651 CACCATCATG GGCCTCTATG GGGCCATCTT CCGCCTGGTG CAGGCCAGCG 

701 GGCAGAAGGC CCCACGCCCA GCGGCCCGCC GCAAGGCCCG CCGCCTGCTG 

751 AAGACGGTGC TGATGATCCT GCTGGCCTTC CTGGTGTGCT GGGGCCCACT 

801 CTTCGGGCTG CTGCTGGCCG ACGTCTTTGG CTCCAACCTC TGGGCCCAGG 

851 AGTACCTGCG GGGCATGGAC TGGATCCTGG CCCTGGCCGT CCTCAACTCG 

901 GCGGTCAACC CCATCATCTA CTCCTTCCGC AGCAGGGAGG TGTGCAGAGC 

951 CGTGCTCAGC TTCCTCTGCT GCGGGTGTCT CCGGCTGGGC ATGCGAGGGC 

1001 CCGGGGACTG CCTGGCCCGG GCCGTCGAGG CTCACTCCGG AGCTTCCACC 

1051 ACCGACAGCT CTCTGAGGCC AAGGGACAGC TTTCGCGGCT CCCGCTCGCT 

1101 CAGCTTTCGG ATGCGGGAGC CCCTGTCCAG CATCTCCAGC GTGCGGAGCA 

1151 TCTGA 

Seqoenz 2 
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murine EDG6 cDNA-Sequenz 
murine EDG6 Length: 1161 bp 

1 ATGAACATCA GTACCTGGTC CACGCTGGTG ACCCCAGAGT CCTGCCACCG 

51 GCTGGCAGCC AGCGGCCACA GCCTCCTCAT TGTCCTGCAC TACAATCACA 

101 GCGGCAGGCT GGCCAGCCGC GGGGGCTCTG AGGACGGTGG AGGGCTAGGG 

151 ATGCTGAGGG GGCCGTCGGT GGCCGCAGGT TGCCTGGTGG TGCTGGAGAA 

2 01 CGCCATGGTG CTGGCCGCCA. TCGCCATCTA CATGCGGTCC CGCCGCTGGG 
251 TGTACTACTG CCTGCTGAAC ATCACACTGA GTGACCTGCT CACAGGCCTG 

3 01 GCCTACGTGG TCAACGTGCT GCTGTCAGGG ACTCGTACCT TCCAGCTGTC 
3 51 ACCGGTGCAC TGGTTCCTGC GGGAGGGCCT GCTCTTCATG GCCTTGGCCG 
401 CATCCACCTT CAGTCTGCTC TTCACGGCCG GCGAGCGCTT CGCCACCATG 
451 GTGCGGGTGG CTGAGAGTGG GGCCACCAAG ACCAGCCGTG TGTATGGCTG 
501 CATCGGTCTG TGCTGGCTAC TGGCAGCTAT CCTGGGCCTG CTGCCCCTGC 
551 TGGGCTGGAA CTGTGTGTGC GCCTTCCCAC GCTGCTCCAG CCTGCTGCCC 
601 CTCTACTCCA AGGGCTATGT GCTCTTTTGT GTGGTGGTCT TCGCCCTCAT 
651 CCTAGTGGCT ATCCTGAGCC TCTACGGGGC CATCTTTAGA GTGGTCCGAG 
701 CCAATGGGCA GAAGTCTCCA CGTCCTCCTG CCCGCCGCAA GTCCCGCAGG 
751 CTACTCAACA CCGTGCTGAT GATCTTGGTG GCCTTTGTGG TGTGCTGGGG 
801 TCCCCTGTTT GGCCTGCTCC TGGCTGACAT CTTTGGTTCT AATGTCTGGG 
8 51 CCCAGGAGTA CCTGCGTGGC ATGGACTGGA TCCTGGCCCT GGCCGTGTTC 
901 AACTCAGCCA TTAATCCTCT CATCTACTCC TTCCGCAGCC GTGAGGTGCA 
951 GCGCGCTGTG CTGGCCTTCC TGTGCTGGGG CTGTCTCTGG CTAGGTCTGC 

1001 GAGGTCCAGG AGACTGCCTG ACCCGGATCA CCGAGGCCCA CTCCGGTGCA 

1051 TCCACCACTG ACAGCTCCCT GAGGCCCAGG GACAGTTTTC GGACTTCTCG 

1101 GTCACTCAGC TTCAGGATGA GAGAGCCGCT GTCCAGCATT TCCAGCGTCC 

1151 GCAGCACCTA G 
Sequenz 3 
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murine EDG6 Proteinsequenz 
murine EDG6 Length: 386 aa 

1 MNISTWSTLV TPESCHRLAA SGHSLLIVLH YNHSGRLASR GGSEDGGGLG 

51 MLRGPSVAAG CLWLENAMV LAAIAIYMRS RRWVYYCLLN ITLSDLLTGL 

101 AYWNVLLSG TRTFQLSPVH WFLREGLLFM ALAASTFSLL FTAGERFATM 

151 VRVAESGATK TSRVYGCIGL CWLLAAILGL LPLLGWNCVC AFPRCSSLLP 

201 LYSKGYVLFC VWFALILVA ILSLYGAIFR WRANGQKSP RPPARRKSRR 

251 LLNTVLMILV AFWCWGPLF GLLLADIFGS NVWAQEYLRG MDWILALAVF 

301 NSAINPLIYS FRSREVQRAV LAFLCCGCLW LGLRGPGDCL TRITEAHSGA 

351 STTDSSLRPR DSFRTSRSLS FRMREPLSSI SSVRST 
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